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@ DNA, Polypeptid und Antikorper zur Abschatzung des Progressionspotentials von Zervixlasionen 



D Die vorJiegende Erfindung betiifft eine Nukleinsaure, die 
geeignet ist zur Abschatzung des Progressionspotentials von 
Zervixlasionen. wobet die Nukleinsaure durch ein Verfahren 
erhaltlich Ist, bet dem man RKIA aus fruhen und spaten 
Passagen HPV-immortalisierter Zellen tsoliert und von dieser 
RNA Jene idontifiziert und als DNA oder RNA bereitstetit, die 
fur die fruhen bzw. spSten Passagen charakteristisch ist 
Femer betrifft die vorliegende Erfindung durch eine solche 
Nukleinsaure codierte Pol/peptide. Des waiteren betrifft sie 
Antikorper, die gegen die Polypeptide gerichtet sind. Dar- 
uber hinaus betrifft sie die Verv\/endung der DNA und der 
Pol^eptide scwie einen zur Abschdtzung der Progression 
von Zervixlasionen geeigneten Kit. 



e 

CM 

9 

to 

0> 



Ul 

Q 



BUNDESDRUCKERH 01.98 702169/320 



23 



DE 196 49 207 CI 



Beschrdbung 

Die Erfindung betrifft DNA, die sich zur Abschatzuug des Progressionspotentiab von Zervbd3sioaea eignet 
imd durch soldie DNA codierte Polypeptide. Feraer betrifft die Erfindung Antikorper, die gegen die Polypepti- 
de gerichtet sind. Desweiteren betrifft sie die Verwendung der DNA and der Polypeptide sowie die Verwendung 
dieser zur Abschatzung der Progresaon von Zerviidasionen in Form eines geeigneten Kit 

Das invasive Zervbdcarzinom geht in der Regei aus einer Prakanzerose hervor. Pr^kanzerosen umfassen ein 
breites Spektnim von LSsionen, die histopathologisch als leichte bis schwere Dysplasie (CINl bis CIN3) bezeidi- 
net werdea ONl'-Lasionen bilden skh hatifig spontan zuriidc und mussen in der Regei nidit ther^iert w«den. 
Andererseits kdnn^ diesc Lastonen fiber Jahre pereistieren oder in eine bohergradige LSsioa ubergehen, t B. 
CIN3 Oder in ein mikroinvasives Karzinom. Zur Diagnose von Zervfacabstrichen wird seit rund 50 Jahren ein 
zytologisches Verfahren angewendet, mit welchem d:^lastisdie Zeiien in Zervixabstrichen nadbigewiesen wer- 
den konnen. Allgemein bekannt ist dieses VCTfahren nnter dem Begriff "Pap-TesT. Der Tap-Tesf hat dazu 
beigetragen, da3 die lazidenz des Zenoxkarzinoms in der Vergangenheit signifikant gesenkt werden konnte. 

Vor einigen Jahren wurde weiter gefunden, dafi das Voriiegen von dysplastischen L&sionen und Zerviricarzi- 
nomen mit dem Nachwds von Zervbdcarzmom-assoziiertea homanen PapiUomviren, z. B. HPV 16 oder HPV 18, 
korreliert Als Nadiwds fur pramaligne oder mafigne Zendxcrkrankungen ist audi der Nachwcis von Antikdr- 
pem gegen die viralen HPV Qnkoproteine E6 und E7 im Serum von Patienten mltteb EUSA oder vergleidiba- 
rwi Methoden mdglidL Diskutiert wird auch, daB bestimmte dux>mosoniaIe Ddetionen mit einem eriidhten 
Risiko zu maiigner Transfonnation der entspredienden Pi^kanzerose assoziiert sind Ebenso korrclieren morp- 
hologische Veranderungen von Zeiien und Zellkemoi mit maiigner Progression. Diese Veranderungen konnen 
zytometrisdi erfaBt werdea 

Dennodi ist cs weder durdi den "Pap-Tes^ nodi durdi den Nadiweis onkogener HPV-Typen mSglkh, eine 
Prognose fiber die Weiterentwicklung einzelner Lasionen zu geben. Dies gik auch fur den Nadiweis HPV-spezi- 
fischer Antikorper im Serum von Patienten. Viclmehr tst es mit diesem serologisdien Ver&bren nur mdglidi, 
Patienten zu erf assen, bei denen bereits ein Kaizmom vorliegt Das Antikorper-Nadiweis Verfahren kann daher 
nidit als Erganzung zur derzdtigen Vorsorge gesehen werden, sondem nur zur Manifestienmg des Befundes, 
daB sidi bereits ein Karzinom entwidcdt hat Des wdteren haben die genetisdien Anaiysen und zytometrischen 
Ansatze den Naditdl* daB ae tedmisch sehr aufwen<Hg sind und daher in der Routine-Diagnostik keinen 
Stdlenwerterrdcht haben. < 

Der vorli^enden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bercitzustelien, imt dem das Pro- 
gressionspotenttal von Zervudaaonen zuverlasag abgeschatzt werden kann. 

ErfindungsgemaB wird dies durdi <fie Gegenstande in den Patentansprudien errddit 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist somit cine Nukleinsaure, die sidi zur AbsdiStzung des Progres- 
swnspotentials von Zervbdasionen dgnet Eine soldie Nuklein^ure kann durch ubiidie Verfahren bereitgcstellt 
werden. Gunstig ist ein Verfahren, bei dem man RNA von frfihen und spaten Passagen HPV-immortaiisierter 
S^eDen isoliert und von dieser RNA jene klentifinert und als DNA oder RNA bereitsteQt, die fiir die friihen bzw, 
die spSten Passagen diarakteristisdi ist bzw. in deutlidi unterschiedlichen Mengen e:q)rimiert ist 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmeldcrs, daB spate Passagen von HPV-immortali- 
sierten Zeiien in NadctmausenTumoren hervorrufen» wahrend fruhe Passagen solchcr Zeiien hierzu mdit in der 
Lage sind Femer hat der Anmelder erkannt daB in spSten Passagen HPV-immortalisierter Zeiien bestimmte 
RNAs stiricer nadiweisbar sind, als (fies in fruhen Passagen sokiher Zeiien der Fall ist 

Zur BereitsteUung dner erfindungsgemaBen Nukleinsaure kann RNA von fruhen und spaten Passagen 
HPV-immortalisiertCT Zeiien isoliert werden. Fnihe Passagen sind z. B. Passagen 20— 6^ and spate Passagen 
z. B. ab 13a Als Zeiien konnen z. B. HPV 16-immortalisicrte, humane Voriiautkeratinozyten, HPK-IA-Zellen. 
verwendet werden (vgL Durst, M. et aU Oncogene 1/3. (1987X 251-256). Die RNA der frOhen und spaten 
Passagen kann miteinander verglidien werden, wodurdi Unterschiede ermittelt werden, cfic fiir die frOhen bzw. 
spaten Passagen diarakteristisdi sind Hierzu ist cs gQnstig» die RNA einer reversen Transfcription zu unterzie- 
hen. Dabei ist es vorteilhaft, sog. Verankerungsprimer zu verwenden, d h. oligo-dCI>Primer, die am 3'-Ende auf 
eine Folge von 11—15 Thymidin-Basen noch zwei andere Basen aufweisen, und somit geridt den Ubergang vom 
3'-Ende dner mRNA in den Poty(A)-Sdiwanz erkennen und dort binden. Die erhaltene cDNA kann emer 
Amplifikation in einem PCR- Verfahren unterzogra werden. Hi^fur ist es gunstig, ubiichc 'Arbitrary"-Primcr, 
zusammen mit vorstehendwi Verankerungsprimem zu vcrwendea Die amplifizierte cDNA kann dann einer 
denaturierenden Polyacfyiamid-Geldektrophorese unterworfen werdea In diesem Schritt werden cDNA- 
Banden identifiziert, die eme unterschicdlichc IntenshSt in den mitdnander zu vergleicheoden cDNA-Proben, 
d h. RNA-Isolaten aus den friihen und spaten Passagen HPV-immortalisierter Zeiien, aufweisen. Diese cDNA- 
Banden konnoi aus dem Gel isofiert und dner weiteren vorstehaid«i Anq)Iifikatk)n unterzogen werden. Feraer 
konnen sie Idoniert und in ihrer Sequenz bestimmt werden. Vorstehende Verfahren and dem Fadunann 
bekannt Erganzend wird auf die folgende literatur verwiesen (vgL Liang et aU Cancer Researdi 52, (1992^ 
6966-6968; Liang et aL, Scirace 257, {1992X 967-971; Uang et aL. Nucleic Adds Researdi 21, (1993X 
3269-3275)1 . ^ . 

Eine vorstehende (c)DNA stellt eine erfrndungsgemaBe NuWdnsaure dar. Letztere ist auch eme entsprechen- 
de RNA, wobei dne (c)DNA bevorzugt wird Ganz besonders bevorzugt wird eine (c)DNA, welche die Basense- 
quenz von Fig. 1 oder Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare unterschiedliche Sequenz 
umfaBt Die (c)DNA von Fig. 1 wurde als C4^ bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen) unter DSM 1 1 197 am 04. Oktober 1996 hinteriegt Femer wurde die (c)DNA von F?g. 2 als C21,7 
bei der DSMZ unter DSM 11198 am 04. Oktober 1996 hinteriegt Nadistchend wird eine erfindungsgenmBe 
Nukleinsaure beispielhaft als DNA beschriebexL 
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Eine erfindungsgein^Be DKA kann in dnem Vektor bzw. Expressionsvektor vorliegea Beispide salcher sind 
dem Fachfuann bekannt Im Falle ernes Erpressionsvektors fur E coli sind dies z. E pGEMEX, pUODerivate, 
pG£X-2T, pQ£-8 und petSd. Fur die Expression in Hef e sind z. B. pYl 00 uad Yqiadl za aennen» wifaread fOr die 
Expression in tierisdxen Zellen z. B. pKCR, pEFBOS, cDMS und pCEV4, anzugeben sind FOr die Expression in 
InsdEtenzellen eignet sich besonders der Bacak>virus*ExpressbnsvektDr pAcSGHisNT-A. s 

Der Fachmann kennt geeignete ZeUen, um eine, ertindungsgemaBe, in einem Expresaonsvektor vorfiegende 
DMA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen tunfassen die &coli-St§mme HBlOl, DHi, xl776, JMlOl, JM 109, 
SG 13009 imd BL21, den Hefe-Stanun Saccharomyces cerevisiae and die tierischen ZeOen L, 3T3, FM3A, CHO^ 
COS, Vero und HeLa sowie die Insektenzellen sf9. 

Der Fadunann weiB^ in weldier Weise eine erfindungsgemaBe DNA in einen Expressionsvektor inseriert ]o 
werden mufi. Qun ist audi bekannt daB diese DNA in Verbindung nut einer fur ein anderes Polypeptid 
kodierenden DNA inseriert werdoi kann, so dafi die erfindungsgma&e DNA in Form eines Fusionspol^iseptids 
expriniiert w^den kana 

Des wdteren kennt der Fachmann Bedingungen, transf onnierte bzw. transfizierte Zelien zu kultivieren. Auch 
and ifam Verfahren bekannt <ias durch die erfindungsgemafie DNA exprimierte Potypepdd zu isolieren und zo is 
rdnigen. Ein sok^hes Polypeptki, das audi ein Fusionspolypeptid sein kana ist somit ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erfindmig. Vorzugsvreise umfaBt ein vorstehendes Polypeptid die Aminosauresequenz von Fig. 1 
Oder eine hiervon durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedlidie Sequenz. 

Em weit^T Gegenstand der vorfiegenden Erfodung ist ein gegen ein vorstehendes Polypeptid bzw, Fudons- 
polypeptid gertchteter Antikdrper. Eb soldier Antikorp^ kann durdi Gblidie Verfahren hergestelit werden. Er 20 
kann polyblonal bzw. monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunsti& Here, nxsbesondere Kanindien oder 
Hubner fur einen pol^onalen und Miuse fur einen monoklonalen Andkorper, mit einem vorstehenden (Fu- 
5ions)polypeptid zu immunisieren. Wdtere "Booster' der Here konnen mit dem gleidien (Fudons)poiypeptid 
erfolgen. Der po^onale Antikdrper kann dann aus dem Serum bzw. ^gelb der Tiere erhalten werden. Fur den 
monoklonalen Antikdrper werden Milzzellen d^ Ti^e mit MydomzeDen fusioniert 25 

IMe vorliegende &findung ennoglidit es; das Progresstonspotential von Zervixiasionett zoveriassig abzu- 
schatzea Mit einem erfindungsgemlfien Antikdrper kann b Zervixabstrichen festgesteUt werden, ob diese 
Polypeptide enthahen, die fur frOhe oder sp§te Passagen HPV-immortaGsierter Zellen charakteristisdi sind. 
Femerkann mit emem erfindungsgemiBen Polypeptid em gegen das im Korper vorliegende Polypetid g^idite- 
ter Autoantikorper nadigewiesen werden. Beide Nadiweise konnen durch ubliche Verfahren, insbesondere 30 
einen Western Blot, einen EUSA, dne immunprazipitation oder durch Immunfhioreszenz, erfolgen. Deswette- 
ren kaim mit einer erfindungsgemiBen Nukleinsaure, insbesondere einer DNA und hiervon al^eleiteten Pri- 
mem, in Zervbcabstridien festgesteUt werden, ob hler UNA vorliegt, die fur fruhe oder spate Passagen HPV-im- 
mortalisierter Zellen diarakteristisch ist Dieser Nachweis kann in Oblicher Weise, insbesondere m einem 
Southern Blot erfolgen. Mit der vorliegenden Erfindung ist es somit mdg^h, f ruhzdtig eine Aussage zu machen, 35 
ob sidi dn Zervbdcarzinom hn Entstehen befindet 

Dar&berhinans dgnet sidi die voriiegende ErUndung; MaBnahmen gegen das Entstehen eines Zervixkarzi- 
noms zu ergreifen. Mit einem erfindungsgemaBen Antikdrper kaim ein Polypeptid inhibiert werden, das fur 
spate Passagen HPV-immortalisierter Zellen diarakteristisdi ist Auch kann eine erfindux^sgemSfie Nuklein- 
saure* insbesondere eine DNA, zur Inhibierung eines solchen Polypeptids genutzt werden. Hierzu wird <fie 40 
Nukleinsiure, z. B. als Basis fur die Erstellung von Anti-Sirm*01igonuideotiden zur E]q>ressions-Inlubierung des 
fur das Polypeptid kodierenden Gens verwendet 

Zur Durdifuhrung der vorliegenden Erfindung, insbesondere hinsiditlich des diagnostischen Aspekts, wird 
weiterhin ein Kit bereitgestelit Dieser entfaalt dn oder mehrere erfindungsgemafie NukleinsSuren, Polypeptide 
und/oder Antikdrper. Insbesondere umfaBt er soldie Nukleinsauren und/oder Polypeptide, die vorsteheriid als 45 
bevorzugt genannt sind. Femer enthalt d^ Kit Qbfiche HOfestoffe, wie Trager, Puffer* Ldsungsmittel und 
Kontrollen. Der Kit ist ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Eifindung. 

I^e vorliegende Erfinduog wird durch die nachstehenden Beispide erikutert 

Kurze Beschreibung der Zeicfanungen: 

Fig. 1 zeigt die Basensequenz der erfmdungsgemaB^ (<^DNA C43. Femer ist die Aminosauresequ^iz des 50 
durch die (c^NA C4Ji codierten Polypeptids angegeben. 
Fig. 2 zdgt die Basensequenz der erfindungsgemiBen (c)DNA C217- 
Mbedeutetmol/L 

BEISPIELl 55 
Herstelhmg von erfmdungsgemaBen cDNAs, 0,8 und C21J 

Aus frOhen Passagen, d. h. Passage p49, und spaten Passagen, d. L Passage p359 und p389, der HPV-munortali- 
sierten Zdlinie HPK-IA (v^ vorstehend), wurde jeweils Gesamt-RNA durch das bekannte Guanicfin-Thiocya- 60 
nat (GTC)- Verfahren isoliert Die Gesamt-RNA wurde einer ublichen DNase-Reaktion unterzogen, wobei die 
RQl-RNase-freie DNase von PROMEGA verwendet wurde. 

Die erhaltene DNase-freie Gesamt-RNA wurde einem reversen Transkriptions- Verfahren unterworfen, wo- 
bei als Primer sog. Verankenmgsprimer verwendet wurden. Diese Primer weisen am 3'-Ende auf eine Folge von 
11-15 TTiymidm-Basen noch zwd andere Basen auf, z. B. AA, AQ AG, CA, CQ OG, GA, GQ GG, AT, CT, GT, 65 
wodurch die Bindung der Primer direkt am Obergang der mRNA auf den Po]y(A)-Schwanz erfolgt 

Die Bedingungen fur die reverse Transkription waren wie fotgt: 
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RNasm20u/Ml 




dNTP-Mix(2^niM) 




MMLV Reverse Transkriptase 300 u/\d 




OJMDTT 


Sflid 


Gesamt-RNA 250 ngfyd 


Sfl\d 


Ti2W-Primer(V A,CoderG),25|iM 




5 X RT-Paffer*) 


10,0 |d 


dH^O 






50,0^1 



•)5xRT.Puffen 
250niMTris-Ha(pH7^) 
375 mMm 
15iiiMMga2. 

Die Gesamt-RNA wurde vor der Reaktion 5 Minutea bei 70— 80*C dcnaturiert, dann auf Eh abgesdireckt 
und im Reakdonsge^ vorgelegt Alle restHchen KoiE^nenten wurden bei 0*C gemischt ond zur Gesamt-RNA 
gegeben. zoletzt wuide aDes mit MineraldL Qbendiichtet und 45—60 Minutea bd 37^*0 im Wasseibad tnkubiert 
SchlieBIich wuide die Reaktion dunii Inaktivienmg dcs Enzyms bd 95*C (5 MInuten) gestoppt Nadi Beendi- 
gung der Reakdon wurden die RT-Ansitze bei — ZO^'ClnszumGebraudieingefroren. 

Die erhaltene cDNA wurde dnem PCR-Verfahrai unterworf en. Hierzu wurden 20 ^-Ansatze gemadit die 
jeweils 2 }il des vorstehenden reverse IVanskiiptionsansatzes als Template (1/10 des Reakdonsvolumens, ent- 
sprediend dem Aquivalent von 25-50 ng cDNA/PCR-Ansatz) aufwiesen. EHe restlidien iComponenten (vg. 
nadistehouQ wurden als "Kiaster-Kfij^ aogesetzt und ansdilieBend zugegeben. Ein PCR-Reaktionsansatz setzte 
sidi wie folgt zusammen: 



RT-Ansatz (vorgdegt) 2.0 fil 
Nfiz: 

10 X PCR-Puffer») 2,0 jtl 

10-mer Arlntrary-Primer 5 (iM 2,0 |il 

T,2W-Primer(V = A.CoderGX25jrM 2,0 jd 

dNTP-hfo(2,5 mM gesamt) 0,4 yd 

50mMMga2 OJ(il 

Taq-DNA-Polymerase 20 U/\d 02 jil 

a-^-<iCrP 0,1 III 

dHaO lO^jil 



*)10xPCR-Puffer: 

200 mM Tris-Ha (pH 8,5^ 

160mM(NH4)2SO4 

Magnesium: optimale Konzentration wird mh 50 mM MgCb eingestellt 

Der lO-mcr Arbitrary-Primer ist z.B. 'AGCCAG OGA A' (AP-I) oder "OCA ATC GAT G" (AP-6). Die 
Reaktion wurde im DNA-Thermoqrcler (Perldn-Elmer Gen-Amp 9600) mit folgenden Programmsdintten 
durchgefuhrt: 



Programm 1 : 


Denaturierung 95 **C, 3 Minuten 


1 Zyklus 


Programm 2: 


Denaturierung 95 **C, 15 Sekunden 
Primer-Annealing 40 *»C, 2 Minuten 
Primer-Extension 72 **C, 30 Sekunden 


max. 30 Zyklen 


Programm 3: 


Primer-Extension 72 5 Minuten 


1 Zyklus 



Nach Beendigung des PCR-Verfahrens wurden die Ansatze auf ein denaturierendes, 4^—6% Polycrylamidgel 
aufgetragea Durdi Vergleich der cDNA-Banden aus den fruhen und spaten Passagen der HPK-IA-Zellen 
konnten diejenigen identtfiziert werden, die untersduedlich waren, d.h. in den spaten Passagen viel s^ker 
vertreten waren als in den frOhen. 

Diese cDNA-Banden wurden far eine weitere Amplifikation verwendet Hierzu wurden sie aus dem Polyacry- 
lamidgel herausgeschnitten und in dn weitercs PCR-Verf ahren eingebracht Der PCR-Ansatz setzte sich wie 
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folgtzusammeti: 

lOxPCR-Puffer S^jil 
10-mcr Arbitraiy-Primer 5 jiM Sfl yd 

Ti2W-Mmer(V = A. Coder Gi 25 jiM 5.0 jil 

dNTP-Mix: (2,5 mM gesamt) U Mi 

50mMMgCi2 

Taq-DNA-Polymerase 20 U/jiI 1,0 

dH20 313^1 

50^0 |ti 



10 



Die PCR-Reaktion wurde onter den gleichra Bedinguogen imd mit derselben Abfolge von Prognunmen wie 
die erste PCR-Reaktbn dorchgefuhrt 

Nach Beendigux^ der PCR-Reaktion wurdra die Ansitze aof einem 1% Agarosegd aufgetrennt; und die is 
gewiinschten DNA-Banden aus dem Gel heraiisgescfanitten. AnschlieBend warden (fie DNA-Banden aos den 
Agarose-Stuckchen eluiert, wobei sog, Xjen£lute**Sauk±en (SUPELOO) verwendet wurdea 

Die erhaltene cDNA wurde in dem Kknierungsvektor pCRII unter Verwendimg des TA-Kloning-Kit' 
(INVrrROGEN) kloniert Erfaakene Klone wurden naittels des T7-S^eiidng-Kif (PHARMAQA) in ihrer 
Sequenz bestimmt £s wurden die er&xdungsgemaBen cDNAs^ C4y8 undC21,7 eriialten. 20 

Beispiei2 

Vergleidisstudien unter Verwendung der erfindungsgemaSencDNAs C4,8 und C2\J 

25 

a) Lie gemaB Beispiel 1 isolierte Gesamt-RNA aos fruhen und spaten Passagen von HPK-IA ZeOen wurde 
einer denaturierenden 4^—6% Polyaaryiamid-Geielektrophorese nnterworfen. AnschlieBend wurde ein 
Qblicher Northern-Blot durchgefiihrt» wobei die RNA auf 'Gene Screen-Plus*-N^onniembranen transfe- 
rierte wurde. Zur (^rkiisiening wurden erfindungsgemaSe ^-markierte cDNAs, C4j& und C217, verwen- 
det 30 
Es zeigte sicb, dafi die erfindungsganafien cDNAs wdt stSrker mit der RNA aus den spaten Passagen der 
HPK-IA-Zelien rea^erten, als dies mit den frfihra Passagen der Fail war. 

b) Femer wtnxlen RNA-RNA-insitu Hybridisierungen an GefHenchnitten von Zervixgewebe, namlich 
nonnalem Epithelgewebe, pramaligner Ladon und Karzinom» vorgenommen, um den Zustand des Gewe- 
bes abzuscfaatzea Als Hybridisierungssonden wurden RNA-Proben verwendet, die von den erfindungsge- 35 
maBen cDNAs C4J8 und C21.7 erhahen wurden. Dazu wurden ietztere linearisiert und RNA wurde durch 
Zugabe der entsprecfaenden RNA-Potymerase, bevorzugt SP6 oder T7, und ^P-rUTP synthetiaert Die 
RNA-RNA in situ Hybridisierung mit dem vorstehenden Gewebe wurde unter stringenten Bedtngungen 
duichg^uhrt, z. B. bei 60**C 

Es zeigte sicb» daB nur beim Zervnkarzinom eine starke Hybridisierung erhahen wurde. Bei normalen 40 
Epithelgewebe war dagegen die Hybrididerung auBerst gering. 

Die vorstehenden Daten nnterstreidien, daB sich die vortiegende ErSndung bestens eignet, potentieQ maligne 
Zellen in einem Zavbcabstrich zu detekderen. 

PatentansprOcfae 
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1. Nuldelnsaure, geeignet zur Absdiatzung des Progressionspotentials von Zervixiasionea wobei c&e Nu- 
kletnsaure duich ein Verfahren erhaltlidi ist bei dem man RNA aus &uhen und spaten Passagen HFV-im- 
mortafisierter Zellen isoliert und von dieser RNA jene identifiziert und als DNA oder RNA bo'ettstellt, die so 
fSr die frfihen bzw. sp§ten Passagen charakteristisch ist 

Z Nutdeinsaure nadi Ansprudi 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure die Basensequenz von 
Fig. 1, wobei Fig. 1 Bestandtefl dieses Ansprudis ist, oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basen^aare 
unt^scfaiedfiche Sequenz umfaBt 

5. Nukleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzddmet, daB die Nukleinsaure die Basensequenz von 55 
E(g. 2, wobei Fig. 2 Bestandteil dieses Ansprucfas ist, oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare 
unterschledfiche Sequenz umfaBt 

4. Polypepti4 umfassend eine Aminosiuresequenz, £e durdi die Nukldnsaure nach Ansprudi 1 codiert ist 

5. Polsrp^tid nach Anspruch 4» dadurch gekennzeichnet daB das Polypeptid die Aminosauresequenz von 
Fig. 1» wobei Fig, 1 Bestandteil dieses Anspruchs ist, oder eine hiervon durdi eine oder mehrere Aminosau- eo 
ren uaterschiedliche Sequenz umfaBt 

6. Verfahren zur Herstellung der Nukleinsaure nach Anspruch 1, bei dem man RNA aus fruhen und spaten 
Passagen HPV-immortalisierter Zellen isoliert und von dieser RNA jene identifiziert und als DNA oder 
RNA bereitstellt, die fur die friihen bzw. spaten Passagen charakteristisch ist 

7. Andkdrper, geiichtet gegen das Polypeptid nach Anspruch 3 oder 4. es 

8. Verwendung der Nukleinsaure nach Anspruch 1 als Reag^is zur Diagnose und/oder Therapie eines 
ZervEckarzinoms und zur Abschatzuog des Progressionspotentials von Zervixlisionen. 

9. Verwendung des Polypepdds nach Anspruch 4 oder 5 als Reagens zur Diagnose eines Zervixkarzinoms 
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ondzurAbscfaatzungdesiYDgresriohspotentiabvonZcivij^ 

10. Verwendung des Antikorpcrs nadi Anspnich 7 als Reagens zur Diagnose imd/oder Tberapie ernes 
Zervixkarrmonu und 2ur Abschatzung des Progressionspotcntials ^ 

11. Verwendung nach eincm der Ansprttche 8 bis 10 in Form eines KHs. umfassend ein oder mehrere 
Nokleinsauren nach Anspnich 1, Polypeptide nach Ansprucfa 4 odw 5 und/oder AntikSrpcr nach Anspnich 
7 sowie Qbtiche HHfsstof f e. 



Hierzu 2 Seite(n) Zetchnungen 
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Nummer: DE 196 49 207 CI 

IntCI.^: C07K 14/025 

Veroffentlichungstag: 26. Februar 1998 



GCi^TCGATGGGGCaiTCCTTTCTGAAGATCTTCGGGCCACTCTrCGTCCAGTGCCATGCAG 

1 1 4- 1- h 1 + SO 

CGTTAGCTACCCCGTAGGAAAGACTTCTAGAAGCCCGGTGACAGCAGGTCACGGTACGTC 

a AIDGASFLKIFGPLSSSAMQ 



TTTGTCAACGTGGGCTACTTCCTCATCGCAGCCGGCGTTGTGGTCTTTGCTCTTGGro 

61 1- + + -I + + 120 

aAACAGTTGCACCCGAOXSAAGGAGTyiGCGTCGGCCGCAACACCAGA^ 

FVNVGYFLIAAGVVVFALGF 



CTGGGCTGCTATGGTGCTA&GACTGAGAGCAAGTGTGCCCTCGTGACGTTCTTCTTCATC 
GACCCGACGATACCACGATTCTGACTCTCGTTCACACGGGAGCACTGCAAGAAGAAGTAG 
LGCYGAKTESKCALVTFFFl 



CTCCTCCTCATCTTCATTGCTGAGGTTGCAGCTGCTGTGGTCGCCTTGGTGTACAGCATA 



GAGGAGGAGTAGAAGTAACGACTCCAACGTCGACGACACCAGCGGAACCACATGTGGTAT 
LLLIFIAEVAAAVVALVYTI 



-+ 240 



ATGGCTGAGCACTTCCCGACGTTGCTGGTAGTGCCTGCCATCAAGAAGATTATGGTT 

241 1- -» + + + 297 

TACCGACTCGTGAAGGGCTGCAACGACCATCACGGACGGTAGTTCOTCTAATACCAA 

MAEHFPTLLVVPAIKKIMV 



Fig. 1 
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ZEJCHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int. CI.6: 

Veroffentlichungstag: 



O£t3S4$207 Ct 
C07K 

26.Februar1^8 



1 AGCCAGCGAA CGGACGAGGG TGACAATAGA GTGTGGTGTC ATGCTTGTGA 

51 GAGAGAAAAC ACTTTCGAGT GCCAGAACCC AAGGAGGTGC AAATGGACAG 

101 AGCCATACTG CGTTATAGCG GCCGTGAAAA TATTTCCACG TTTTTTCATG 

151 GTTGCGAACA GGTGCTCCGC TGGTTGTGCA GCGATGGAGA GACCCAAGCC 

201 AGAGGAGAAG CGGTTTCTCC TGGAAGAGCC CATGCCCTTC TTTTACCTCA 

251 AGTGTTGTAA A 



Fig. 2 
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